DIALOG (R) File 35^ :Derwent WPI 

(c) 2003 Thomson Derwent . All res. reserv. 



010082529 **Image available** 

WPI Acc No: 1994-350242/199444 

XRAM Acc No: C94-159524 

Compsn contg (opt. modified) p40 sub-unit of mammalian interleukin 12 - 
for diagnostic detection of IL-12 and for treating IL-12 related 
diseases, e.g. rheumatoid arthritis, autoimmune disease or infections 

Patent Assignee: BEHRINGWERKE AG (BEHW ); HOECHST AG {FARH ) 

Inventor: KURRLE R; LANGNER K; SEILER F; SEILER F R 

Number of Countries: 020 Number of Patents: 010 

Patent Family: 

Patent No Kind Date Applicat No Kind Date Week 

DE 4315127 Al 19941110 DE 431512.7 A 19930507 199444 B 

AU 9461901 A 19941110 AU 9461901 A 19940505 199445 

EP 625354 Al 19941123 EP 94105595 A 19940412 199445 

JP 6329549 A 19941129 JP 94119521 A 19940509 199507 

CA 2123049 A 19941108 CA 2123049 A 19940506 199508 

US 5547852 A 19960820 US 94235321 A 19940429 199639 

AU 676891 B 19970327 AU 9461901 A 19940505 199721 

EP 625354 Bl 20001213 EP 94105595 A 19940412 200066 

DE 59409604 G 20010118 DE 509604 A 19940412 200106 

EP 94105595 A 19940412 

EP 94105595 A 19940412 200118 



ES 2153394 



T3 20010301 



Priority Applications (No Type Date) 
Cited Patents: l.Jnl.Ref 
Patent Details: 
Patent No Kind Lan Pg 



DE 4315127 A 19930507 



Main IPC Filing Notes 



DE 


4315127 


Al 


5 A61K-037/02 


AU 


9461901 


A 


A61K-037/02 


EP 


625354 


Al G 






Designated 


States 


(Regional) : AT 




PT SE 






JP 


6329549 


A 


5 A61K-037/02 


CA 


2123049 


A 


C12Q-001/02 


US 


5547852 


A 


6 C12Q-001/02 


AU 


676891 


B 


A61K-037/02 


EP 


625354 


Bl G 


A61K-038/00 




Designated 


States 


(Regional) : AT 




PT SE 






DE 


59409604 


G 


A61K-038/00 


ES 


2153394 


T3 


A61K-038/00 



Previous Publ . patent AU 9461901 



Based on patent EP 625354 
Based on patent EP 625354 



Abstract (Basic): DE 4315127 A 

Pharmaceutical and diagnostic compsn. contains a natural or 
recombinant, opt. modified, p40 subunit of mammalian interleukin- 12 . 

USE - p40 is used (1) to treat diseases associated with 
dysregulation of IL-12 mediated activity such as rheumatoid arthritis, 
autoimmune disease such as systemic lupus erythematosus or Wegener's 
syndrome, and bacterial or viral infections; or some solid tumours and 
leukaemia, and (2) to detect IL-12 in human body fluids. p40 when used 
alone can inhibit IL-12 mediated activity. 
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© Arznelmlttel entnaltend die Unterelnrteft p40 von lnterteukln-12. 

© Die vortiegende Erfindung betriftt ein Arzneimrt- 
te) enthahend die Untereinhett p40 von Interteukin- 
12. Dieses Arzneimrttel ist besonders geeignet zur 
Behandhing von Krankheiten, die mit einer Fehlregu- 
lation des Immunsystems einhergehen. 
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definierten M nge zugesetzt wird. 

Bevorzugt sind alle diejenigen der genannten 
Verfahren, die natOrtiches Oder rekombinantes p40 
humanen Ursprungs verwenden. 

Fin weiterer Aspekt der Erfindung betrrfft ein 
Diagnostikum enthaitend IM2 zum Nachweis der II- 
1 2-Untereinheit p40. Die Anwendung dieses dia- 
gnostischen Mittels kann z. B. analog zu den Bet- 
spielen 1 bzw. 2 erfolgen, indem die eingesetzte 
p40-lnhibrtoraktivitat aus der zu analysierenden 
Probe stammt und 11-12 in einer definierten Mange 
zugesetzt wird. 

Die Erfindung wird auBerdem durch die Bei- 
spiele und die AnsprOche eriSutert 

Gewlnnung von IL-12 und p40c 

Zur Gewinnung von rekombinantem murinen 
IL-12 bzw. der p40 Untereinheit von mlL-12 wurde 
Uber Stand ardverfahren (Sam brook, J. Fritsch, E., 
Maniatis, T. f (1989) Molecular Cloning: A Laborato- 
ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Gold Spring Harbor, N.Y.) aus murinen Milzzellen 
mRNA isoliert und diese in doppelstrSngige cDNA 
OberfUhrt 

Unter Verwendung der in Schoenhaut et al. 
(Schoenhaut, D., Chua, A.O., Wolitzky, A.G., Quinn. 
P.M., Dwyer, CM., McComas, W., Familietti, P.C. 
Gately. M.K., Gubler, U (1992). J. Immunol. 148. 
3433) beschriebenen Primer und unter den vorge- 
gebenen experimentellen Bedingungen wurde eine 
PCR durchgeftihrt bei der ein etwa 800 Basen- 
paar-Fragment generiert werden konnte. 

Das PCR-Fragment wurde nach Stand ardver- 
fahren sequenziert (Sambrook J. Fritsch, E., Mania- 
tis, T.. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Ma- 
nual, Gold Spring Harbor Laboratory Press. Gold 
Spring Harbor, N.Y.). Als Ergebnis wurde gefunden, 
dafl die experimentel ermittelte cDNA-Sequenz 
identisch mit der publizjerten Sequertz der murinen 
p40-Untereinheit ist. In analoger Weise wurde das 
PCR-Fragment fOr die p35-Untereinhelt Isoliert und 
sequenziert Zur Bestatigung, daB die nachfolgend 
beschrtebenen biologischen Aktrvitaten tatsachlich 
von IL-12 bzw. von der p40-Untereinheit resuttie- 
ren, wurden die PCR-Fragmente einzeln bzw. kom- 
biniert in den Vektor pABstop einkloniert und Uber 
ein Stand ardverfahren in BHK-21 Zellen stabil ex- 
primiert (ZettlmeiBI G, Wlrth. M.. Hauser, G.. KOp- 
per, HA (1988) Behring Inst Mitteiiungen 82, 26). 

Aus KulturOberstanden von transfizierten BHK- 
21 Zellen konnte sowohl biologisch aktives m IL-12 
bzw. eine biologisch aktive p40-Untereinheit von 
m IL-12 isoliert werden. 

Als Quelle fOr ein natOrtiches IL-12 dienten 
Obersta'nde der murinen B-Zell-Lymphomalinie A- 
20 (American Type Culture Collection. ATCC 
TIB208), die entsprechend der von Mengel et al. 
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(s.o.) beschriebenen Methode aktrviert wurde. Der 
im A-20 Oberstand von Mengel beschriebene lOsli- 
che Mediator wird funktionell mit NKSF verglichen 
und gilt als murines Analog zum humanen IL-12. 
Bne weitere Quelle fOr natOrtiches IL-12 stellten 
MitzzellprSparationen dar, die entsprechend der 
von Germann et al. (s.o.) beschriebenen Methode 
hergestellt und aktiviert wurden. Vergleichende Un- 
tersuchungen zeigten. daB das von Germann et al. 
beschriebene TSF identisch mit mlL-12 ist 

Als natOrtiche Quelle fOr die p40-Untereinh rt 
des murinen IL-12 konnte ein Hybridom isoliert 
werden, das die p40-Untereinheit des murinen IL- 
12 sezemiert Zur Herstellung dieses Hybridoms 
wurden weibliche Ratten (Stamm Lewis, ZentraJin- 
stitut fOr Versuchstierkunde, Hannover) mit 1- 
10x10* murinen T-Zellen, die in Anwesenheit von 
syngenen Monozyten (1x10 s /ml) und rekombinan- 
tem murinem GM-CSF (50 ng/ml) kultiviert worden 
waxen, zusammen mit CFA (Complete Freund's 
adjuvants) subkutan InjizierL Zwei weitere Immuni- 
sierungen erfolgten im Abstand von jeweiks 2 Wo* 
chen, wobeJ gleiche Zellmengen intraperitoneal inji- 
ztert wurden. 3 Tage nach der tetzten Knjektion 
wurden die Tiere getdtet und die Milzzellen nach 
dem ailseits bekannten Standardverfahren von 
Kohler und Mitetein (Nature 256. p. 495ft; 1975) mit 
den Zellen der murinen Myeloma- Zeiiinie SP2/F0 
fusioniert. Die Selektion der auswachsenden Hybri- 
doma erfolgte nach Standardverfahren. Untersu- 
chungen, die analog zu dem in Bet spiel 1 darge- 
stelHen Experiment durchgefOhrt wurden, zeigten, 
daB Oberstande eines der isolierten Hybridom 
eine inhibitorische Aktivitat auf die gamma- Interfe- 
ron Freisetzung besitzL Aus dem KutturOberstand 
dieses Hybridoms wurde in Anlehnung an das pu- 
blizierte Verfahren von Kobayashi et al. ein sezer- 
niertes Protein gereinigt (Kobayashi. M.; Fritz, L. 
Ryan, M., Hewick. R.M., Clar, S.C.. Chan. S., Lou- 
don, R., Sherman, F., Perussia, B., Trinchieri, G. 
(1989) J. Exp. Med. 170. 827). Nach Reinigung 
Uber reverse phase HPLC wurde die isoliere Pro- 
teinfraktion in einer SDS-Page aufgetrennt, es wur- 
de eine dominante Proteinbande im Bereich von 
etwa 40-45 kDdal gefunden. Sequenzverglelche be- 
statigten, daS das hier isolierte Protein identisch 
mit der p40 Untereinheit des murinen IL-12 ist 

Das Arzneimittel wird schliefilich nach dem 
Fachmann an sich bekanntem Verfahren herge- 
stellt. Die ll-12-Untereinheit p40 (- der Wirkstoff) 
wird entweder als solche oder in Kombination mit 
geeigneten pharmazeutischen Zusatz- oder Hilfs- 
stoffen sowie physiologtsch annehmbaren L5- 
sungsmitteln in einer wirksamen Konzentration ein- 
gesetzt 



LSI 

m 



47-O2 r 2603 



5 



EP 0 625 354 A1 



6 



Beispiel 1: 

Inhibition der IL-12 induzierten gamma-IFN Freiset- 
zung durch p40VIL-12 

5 

Zur Induktion der gamma-IFN Freisetzung wur- 
den 5x10 s Milzzellen von BALB/c-Ma*usen fUr 48 
Std. in Anwesenheit bzw. Abwesenhert von rekom- 
binantem oder natUrlichem mlL-12 und IL-2 in den 
jeweils angegebenen Konzentrationen kuWviert 10 
Nach 48 Std. Kuttur wurde der Oberstand der Milz- 
zellen geemtet und dieser zellfrei zentrifugiert. Der 
gamma-IFN-Gehart des Oberstand 3 wurde in kon> 
merziell erhaitfichen ELISA-Systemen (z.B. 
Intertest™ -gamma, Mouse IFN-gamma EUSA-kit, ts 
Genzyme) bestimmt Die Quarrtifizjerung von gam- 
ma-IFN aus dem KulturOberstand aktivierter Milz- 
zellen erfolgte im Vergteich zu rekom binantem mu- 
rinen gamma-IFN (Genzyme). Hn typisches Expert- 
merit ist in der Abbildung dargesteHt Wie die Da- 20 
ten zeigen. fOhrte die Kuttrvierung von murinen 
Milzzellen mit IL-12 dosisabhSngig zu etner gam- 
ma-lnterreron-Freisetzung von > 5 ng/mt Wurden 
jedoch die Milzzellen bei Kulturbeginn mrt rekom- 
binantem murinen D407IL-12 oder mrt Hybridoma- 25 
Oberstand, der die natOrliche p40 Untereinheit von 
mlL-12 errthielt vorinkubiert, und anschlieBend mit 
mlL-12 stimuliert so wurde die IL-12 abhSngige 
gamma-IFN Synthese urn mindestens 50 % inhh 
biert Dieses hier vorgestellte Beispiel zeigt, dafi 30 
sowohl rekombinarttes p407IL-t2 als auch Hybrido- 
ma-Oberstand. der die natOrliche p40 Untereinheit 
von mlL-12 enthalt in der Lage ist, die IL-12 indu- 
zierte gamma-INF Synthese zu inhibteren. 

35 

Beispiel 2: 

Inhibition der IL-12 induzierten NK-ZellaktrvitSt 
durch p40/IL-12 

40 

Milzzellen von C57BL6 Mausen wurden in et- 
ner Zeildlchte von 5-10x10* Zellen/ml in 24-Loch 
Costar-Ptatten fUr 16 Std. bei 37* C in serumfreiem 
Iscove's Medium kultivtert Die Kuttrvierung der 
Milzzellen erfolgte in unterschiedlichen Konzentra- 45 
tionen von rekombinantem oder natOrlichem muri- 
nen IL-12. Nach 18 Std. wurden die Zellen geem- 
tet, die Zellzahl der lebenden Zellen durch Tryparv 
blau FSrbung bestimmt und die zytolytische Aktivi- 
tSt in einem 5-stOndigen 51 Cr-Freisetzungstest be- so 
stimmt Ais Zielzellen dienten YAC-1 Zellen (ATCC 
TIB160). Die s, Cr-Markierung der Zielzellen und 
die TestdurchfUhrung erfolgte nach Standardme- 
thoden (z. B. Schoenhaut D.S. et a). (1092) J. 
Immunol. Vol. 148, No. 11, pp. 3433-3440). Die 56 
Verba* ttnisse von Erfektor- zu Zielzellen betrugen 
typischerweise 100:1. 50:1. 25:1, 12.5:1. Die %- 
speziftsche Zytolyse wurde kalkuliert ais (%-Lyse 



der Experimentalgruppe - % Spontanryse) : (% 
MaximaJlyse - % Spontanryse) x 100. Durch Vorin- 
kubation von C57BUB-Milzzellen mit IL-12 konnte 
die spezrfische Zytolyse gegenUber Ausgangskon- 
trolle (Ratio 50:1) urn mindestens das 5fache ge- 
stetgert werden. Wurden unter gleichen Kulturbe- 
dingungen die Milzzellen jedoch zusStzJich mit re- 
kombinantem oder natOrlichem murinen p40/lL-12 
vorinkubiert so wurde die IL-12 abhSngige Zytoly- 
se wiederum urn mindestens 50% inhibierL 

PatentansprUche 

1. Arzneimittel enthaltend eine natOrliche Oder re- 
kombinante moglicherweise modHizierte Unter- 
einheit p40 von IM2 aus SSugem. 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1. enthaltend p40 
humanen Ursprungs. 

X Diagnostikum enthaltend eine natOrliche Oder 
rekom binante, mdglicherweise modffizierte Un- 
tereinheit p40 von D-12 aus Sa*ugem. 

4* Diagnostikum nach Anspruch 3. enthaltend p40 
humanen Ursprungs. 

5. Verwendung der natOriichen oder rekom bi nan- 
ten, moglicherweise modifizierten Untereinheit 
p40 von 11-12 aus S3ugem zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung pathotogt- 
scher Zustande, die mrt w'ner Dysregulation H- 
12-vermittetter AktivitSten einhergehen. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch gekeruv 
zeichnet, daB p40 humanen Ursprungs verwen- 
det wird. 

7. Verwendung der natOriichen oder rekombi nan- 
ten, mOglicherweise modifizierten IM2-Unter- 
einbert p40 aus SSugem in einem Verfahren 
zum NachweJs von IM2 in menschlichen Kdr- 
perflUssigkeiten. 

a Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB p40 humanen Ursprungs verwen- 
det wird. 

9. Verfahren zum Nachweis der ll-12-Untereinhert 
p40 in KdrperilOssigkeiten. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels 
nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichneL 
dafi man den Wirkstoff mit einem physioJo- 
gisch annehmbaren Ldsungsmittel und gege- 
benenfatts weiteren Zusatz- oder Hirfsstoffen In 
ein zur parenteraien Applikation geeignete 
Darreichungslorm bringt 
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